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“A persisténcia é o menor caminho do éxito.”

Charles Chaplin
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RESUMO

5-Hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona (AK), conhecido inibidor de tirosinase, enzima
importante para sintese de melanina e por isso é usado para desordens de pigmentacéo.
AK também promove significativa ativacdo de macréfagos e promove acumulo
citoplasmatico de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que sugere seu papel como
potencializador do sistema imune como microbicida. N&o existe trabalho na literatura que
mostra a acdo do AK no sistema nervoso central (SNC) como ativador celular e seu
possivel papel protetor frente a infeccBes. Para testar essa hipdtese usamos glias de
Muller da retina que apresentam propriedades semelhantes aos dos macrofagos e LPS,
como ativador glial. Portanto, o presente trabalho avalia a acdo do AK como possivel
papel protetor na morte celular induzida por LPS, em cultura de células da glia
provenientes de embrides de galinha. Culturas enriquecidas com células da glia, foram
tratadas com AK (10, 25, 50 e 100 uM) e LPS (0,1; 1; 10, 100 e 500 ng/mL) durante 24
horas. ApoOs tratamento, as células ndo mostraram citotoxicidade tratadas com AK,
entretanto, tratadas com LPS ocorreu morte celular, de uma maneira dose-dependente.
Verificamos 0 acumulo de EROs em grupos tratados com AK (100 uM) e LPS (100 e
500 ng/ml), sendo que nas culturas co-tratados com AK e LPS nas mesmas concentracfes
houve uma reducdo desse acumulo. AK também foi capaz de inibir a atividade das
enzimas antioxidantes, ( catalase e Superdxido dismutase) e inibir os niveis de glutationa,
enquanto LPS produz um aumento na atividade dessas enzimas. AK foi capaz de inibir
as enzimas antioxidantes e glutationa do aumento induzido por LPS.  Esses dados
revelam que AK promove a modulacdo do balanco oxidativo e antioxidativo como
possivel mecanismo protetor na morte celular produzido por LPS em células enriquecidas
de Glia de Mdiller.

Palavras Chaves: RETINA, CULTURA DE GLIA, AK, LPS



ABSTRACT

CITOPROTECTION OF KOJIC ACID (AK) IN LPS-INDUCED DEATHS IN
MULLER CELLS OF CHICKEN EMBRYO RETINA

5-Hydroxy-2-hydroxymethyl-y-pyrone (AK), a known inhibitor of tyrosinase, an enzyme
important for melanin synthesis and therefore used for pigmentation disorders. AK also
promotes significant activation of macrophages and promotes cytoplasmic accumulation
of reactive oxygen species (ROS), suggesting its role as a potentiator of the immune
system and microbicide. There is no work in literature that shows the action of AK in the
central nervous system (CNS) as a cellular activator and its possible protective role
against infections. To test this hypothesis, it use retinal Muller glia which have similar
properties to those of macrophages. Therefore, the present work evaluates the action of
AK as a possible protective role in LPS-induced cell death in culture of glial cells from
chicken embryos. Cultures enriched with glial cells were treated with AK (10, 25, 50 and
100 uM) and LPS (0.1, 10, 100, and 500 ng / ml) for 24 hours. After treatment, the cells
did not show AK-treated cytotoxicity; however, treated with LPS, cell death occurred in
a dose-dependent manner. We verified the accumulation of EROs in groups treated with
AK (100 uM) and LPS (100 and 500 ng / ml). Cultures co-treated with AK and LPS in
the same concentrations there was a reduction of accumulation of EROs. AK was also
able to inhibit the activity of antioxidant enzymes, (catalase and Superoxide dismutase)
and glutathione levels, while LPS produces an increase in the activity of these
antixodants. AK was able to inhibit the antioxidant enzymes and glutathione from the
increase induced by LPS. These data show that AK promotes the modulation of oxidative
and antioxidative balance as a possible protective mechanism in the cell death produced
by LPS in Muller's Glia enriched cells.

Key Words: RETINA, GLIA CULTURE, AK, LPS
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1. Introducéo

As células de Muller sdo os principais tipos de células gliais encontrados na retina dos
vertebrados. Estas sdo células gliais radiais que, além dos neurénios, estdo presentes na
retina, estendendo-se por quase toda a extensao do tecido (MCGILLEM et al, 1998). A
retina dos vertebrados € constituida por seis tipos diferentes de neurdnios: fotorreceptores
(cones e bastonetes), células horizontais, bipolares, amacrinas, ganglionares e pela
principal glia da retina conhecida por célula de Muller (Martins e Pearson, 2007) que
desempenha um papel importante na homeostasia do tecido retiniano. As células de
Madller, na retina, possuem um papel semelhante ao promovido pelos macréfagos em
outros tecidos que podem produzir e acumular EROs no interior das células apos
tratamento com LPS (Olson, 2005).

Em situacBes em que ha injuria na retina, a glia de Muller pode proliferar, alterar sua
forma, mudar o transporte de ions e secretar moléculas sinalizadoras, atuando para a
protecdo e reparo de células neuronais, mantendo assim a funcionalidade do tecido
(DYER & CEPKO, 2000). Podemos destacar as alteracGes decorrentes da produgéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), onde varios fatores contribuem para a sua formacao,
entre eles a alta taxa de consumo de oxigénio da retina, exposicdo a altos niveis de
radiacdo, presenca de células com membranas ricas em &cidos graxos poli-insaturados,
que sdo facilmente oxidados e fagocitados, que por si s é fonte de produtos que podem

vir a danificar o tecido (Beatty et al, 2000).

Além disso, a superficie ocular esta constantemente exposta a uma miriade de agentes
patogénicos que podem danificar a fisiologia retiniana. Como modelo experimental para
estudar acdo desses agentes, utiliza-se, comumente, lipopolissacarideos (LPS), presentes
na membrana externa de bactérias gram-negativas, que sdo conhecidos como indutores
da resposta inflamatoria, além de ser o principal responsavel pelas respostas toxicas e
inflamacdes sistémicas (Rietschel et al., 1994). LPS é o principal alvo de reconhecimento
executado pela resposta inata e desencadeia uma ampla faixa de resposta celular ativando
as vias de sinalizacdo quando é ligado ao seu receptor de membrana, Toll —like receptor
4 (TLR-4) (Park et al., 2009).

Uma das principais respostas bioldgicas induzidas pelo LPS é a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), produzidos principalmente pelas mitocondrias
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(Halliwell, 1999). Quando produzidos em excesso, as EROs, podem ser danosos devido
ao seu acumulo intracelular, acarretando, estresse oxidativo, responsaveis por causar o
envelhecimento celular, apoptose e até mesmo o desenvolvimento de céancer. Para
minimizar esses efeitos, as células possuem um sistema antioxidante, que equilibram os
niveis de EROs. Este sistema é composto pelas enzimas antioxidantes: Superoxido
Dismutase (SOD), Glutationa peroxidase (GSHPX) e Catalase (CAT) (Krishna et al.,
1996; Nohl et al., 1998 & Halliwell, 1999).

Nos ultimos anos, as células de Miller foram reconhecidas como um potencial alvo
terapéutico para preservar a homeostase das células neuronais da retina. No entanto,
nenhum trabalho na literatura avalia o papel do AK nesse tipo celular. Portanto, neste
trabalho, usamos o modelo in vitro de células de Muller de embrido de galinhas para
analisar o papel protetor do acido kojico (AK) na producdo de ERO induzidos por LPS.
Com a perspectiva de avaliar o papel de AK como uma alternativa futura para tratamentos

de inflamac6es oculares.

2. Revisdo Bibliogréafica
2.1 Células De Muller

A retina é um tecido bem organizado e faz parte do sistema nervoso central por se
desenvolver a partir de brotamentos do diencéfalo embrionario, possuindo neurénios
sensoriais que respondem a luz, a partir de varias etapas de processamento neuronal até a
formagdo da imagem final (Kolb, 1991). A Retina esta organizada em camadas, da
externa para interna, sdo elas: camada nuclear externa (ONL), compostas por
fotorreceptores (cones e bastonetes); camada plexiforme externa (OPL), onde ocorre
conexdes sinapticas entre fotorreceptores, células bipolares e horizontais; camada nuclear
interna (INL), compostas por células bipolares, horizontais, amécrinas e células
ganglionares deslocadas; camada plexiforme interna (IPL), onde ocorrem conexdes
sinapticas entre as células bipolares, amacrinas e ganglionares; camada de células
ganglionares (GCL), compostas por células amacrinas deslocadas e células ganglionares
(Wassle, 2004).

13



Outros tipos de células gliais sdo também encontrados no SNC: Na retina dos
vertebrados se encontram trés tipos de células da glia, cada uma das quais exibem
morfologia, padrdo de desenvolvimento e caracteristicas diferentes entre si. Elas sdo:
células de miiller, astrocitos e microglia. Os oligodentécitos, um quarto tipo de célula
glial encontrado ocasionalmente na retina, sdo vistos mielinizando feixes de fibras
nervosas de espécies como coelho e lebres (Bringmann et al, 2006). A célula de Muller
percorre toda a extensdo da retina, como mostrado na figura 1, e seu corpo celular esta
localizado na camada nuclear interna (Robison & Dreher, 1990). Em espécies com retinas
ndo vascularizadas, tais como os répteis, anfibios, aves e alguns mamiferos, a célula de

Muiller é a Unica encontrada na retina neural (Sarthy & Ripps, 2001).

A célula de Muller participa na regulacdo da homeostase de ions, &gua, pH e CO2,
controle do volume do meio extracelular, na manutengéo do complexo hemato-retiniana
e no fluxo sanguineo (Bringmann et. al., 2004). Participa também do metabolismo de
glicose, fornecendo nutrientes para os neurdnios e possui uma atividade antioxidante,
promovendo a neuroprotecdo do tecido (Bringmann et. al., 2006). Estas células também
participam da comunicagdo do tecido retiniano, pelo envolvimento na fisiologia dos
neurdnios (Hayes et al., 2007). Esse papel protetor das células de Miller tem sido bem
descrito na literatura, ressaltando o papel de toxicidade pelo glutamato e 6xido nitrico
(NO) (Kawasaki et al., 2000).
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Figura 1. Desenho esquematico da organizacdo entre as Células de Muller e
neurdnios da retina. A célula de Muller percorre toda a extensdo da retina: ILM
(Membrana Limitante Interna); GCL: Camada de Células Ganglionares; IPL: Camada
Plexiforme Interna; INL: Camada Nuclear Interna; OPL: Camada Plexiforme Externa;
ONL: Camada Nuclear Externa; OLM: Membrana Limitante Externa; RL: Camada de
fotorreceptores. Na coluna direita temos: os fotorrecptores em cone (C), células

horizontais (H), amacrinas (A) e ganglionares (G). Fonte: Kolb H, 2013.

As células de Miller sdo células residentes do sistema imunologico da retina,
sensiveis a infeccdo ou alteragcdes nos seus microambientes e que facilmente se ativam
em resposta a infecgdes ou lesdes. Apds serem reconhecidos pelo seu receptor (TLR 4),
essas células gliais sdo ativadas, desencadeando uma resposta imune inata, liberando uma
variedade de fatores, incluindo citocinas, TNF-a, IL-1, radicais livres, 6xido nitrico (NO)

e superdxido (Kremlev et al., 2004), levando a inflamacao e a inducéo do sistema imune
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adaptativo ao desencadear vias de sinalizacdo envolvidas na resposta imunologica (Glezer
et al. 2007).

2.2 Lipopolissacarideo (LPS)

Lipopolissacarideo (LPS) é uma endoxina, encontrada na membrana externa de
bactérias gram-negativas. A parte altamente toxica do LPS esta localizada no lipideo A
da molécula, uma por¢do bem conservada entre as variedades de bactérias gram-negativas
(Rietschel et al., 1994). LPS pode provocar uma sindrome de resposta inflamatéria
sisttmica caracterizada por febre, coagulacao intravascular difusa, choque, faléncia de
multiplos érgdos e, eventualmente, morte (Tuin et al. 2006).

O LPS é um importante ativador de vias de sinalizacdo. Ao se ligar em seus
receptores, principalmente o toll-like receptor 4 (TLR 4), localizado na membrana celular,
ocorre a ativagdo de uma resposta imune inata, que conduz a produgdo de uma série de
mediadores proinflamatorios, tais como: TNF-a, IL-1 e IL-6. Apesar do reconhecimento
que LPS é capz de ativar receptor TLR4, esta atuacao ndo é suficiente para uma resposta
imune completa. Outros componentes sdo necessarios para o reconhecimento do LPS:
proteinas ligantes de LPS (LBP), proteinas CD14 e a proteina mileldide diferenciadora 2
(MD-2) (Akira et al. 2004, Miyake, K. 2004). O complexo receptor TLR4-MD2 é crucial
para o reconhecimento do hospedeiro e para responder a infeccdo bacteriana Gram-
negativa (Cruz-Machado, 2010).

Quando LPS é reconhecido pelo complexo TLR4-MD?2, ocorre ativacdo de diferentes
vias de sinaliza¢do, como do MAPK, AP-1 e NFKp. A Via do NFKp é a principal via de
sinalizacdo que desencadeia uma resposta inflamatoria e induz a transcricdo da maioria
dos genes regulados por NFKf3 durante uma resposta imune (Raetz & Whitfield, 2002).
NFK, é encontrado no citoplasma na forma inibida através da sua ligagdo com uma
familia de cinases denominadas IKKs. Porém, quando estimulada pela presenga de LPS,
essas proteinas inibitorias séo fosforiladas, ubiquitinadas e degradadas, liberando o NFK
para que se translogue ao nucleo, promovendo assim a transcricdo de genes (Baeuerle e
Baltimore, 1988b).

O sistema imunoldgico desempenha papel essencial na manutencdo da homeostase
dos tecidos e a resposta a infec¢do ou lesdo. Microglia sdo as principais células imunes

residentes no cérebro, onde estdo, constantemente, reparando o microambiente e em
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certas situac@es de injurias, produzem fatores que influenciam os astrocitos circundantes
(outro tipo de célula glial com fungbes de suporte). Sob condigdes fisiologicas, a
microglia exibe um fendtipo desativado que esta associado com a producdo de fatores
antiinflamatdrios e neurotroéficos (Glass, 2010).

Uma inflamacdo crénica, principalmente, a partir de uma falha nos mecanismos
antiflamatorios, pode resultar em patologia tecidual. Embora alguns estimulos
inflamatorios induzam efeitos benéficos, como a ativacdo de células apoptéticas,
processos de reparacdo de tecidos, entre outros. A inflamagdo ndo controlada pode
resultar na producdo de fatores neurotoxicos que amplificam os estados patoldgicos
subjacentes (Glass et al., 2010).

2.3 Espécies Reativas De Oxigénio (EROs)

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sdo produzidas por todas as células
eucarioticas (Halliwell et al, 1999). Os tipos de EROs incluem radicais hidroxil (OH"),
anion superoxido (O2), peréxido de hidrogénio (H202) e 6xido nitrico (NO). Esses
radicais sdo transitorios devido a sua alta reatividade quimica em conduzir a peroxidacao
lipidica, oxidacdo de certas enzimas e uma grande oxidacdo e degradacdo de proteinas
(Mate et al.,1999a). Além disso, EROs possuem fungdes de sinalizacdo, regulacdo de
varios processos metabolicos, como exemplo a proliferacdo, diferenciagdo e migracéo
celular (Rhee et al, 2006).

A producdo de EROs ocorre principalmente nas mitocéndrias, onde dois grandes
sitios da cadeia respiratoria foram estabelecidos: o complexo | da cadeia respiratdria
(NADH: ubiquinona oxidoredutase) (Ambrosio et al, 1993) e complexo 111 (ubiquinol:
citocromo ¢ oxidorredutase) (Lesnefsky et al, 2001).

Em condi¢Bes normais, a producdo desses radicais ocorre em diferentes
processos metabdlicos, tais como a geracdo de ATP e transferéncia de elétrons da cadeia
respiratéria mitocondrial, onde € utilizada a oxidagdo controlada por doadores de elétrons
como o NADH (Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo) e FADH (Flavina-Adenina-
Dinucleotideo) para a producéo de energia potencial. Os elétrons derivados do NADH ou
FADH podem reagir diretamente com o oxigénio ou com outros receptores de elétrons

em varios pontos da cadeia transportadora, gerando EROs, promovendo participa¢Ges nos
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processos de respiracdo celular, fertilizacdo do 6vulo, ativacdo de genes e participacdo de
mecanismos de defesa durante o processo de infec¢cdo (Barbosa et al., 2010, Teixeira et
al, 2010).

Dessa forma, EROs sdo atomos quimicamente ativos ou moléculas que
apresentam um numero impar de elétrons na sua Orbita externa, e também participam na
defesa do organismo contra patdgenos, porém em excesso pode promover um estresse
oxidativo que é responsavel pelos efeitos patologicos, que vdo desde a fosforilacédo
oxidativa (FOX), disfungéo de doencas neurodegenerativas cronicas e cancer (Rhee et al,
2006). No sistema nervoso central (SNC), em resposta a lesdes ou infecgdes, todas células
podem produzir ou liberar mediadores inflamatorios, Incluindo: citocinas, fator de
necrose tumoral o (TNF- a), Interleucinas (IL-1 e IL-6), prostaglandinas, EROs e ERNs
(Agostinho et al. 2010).

Os neurdnios do SNC sdo vulneraveis ao estresse oxidativo causado por EROs.
Esses radicais desempenham papéis cruciais na neurotoxicidade, por possuir capacidade
de oxidar proteinas, lipidios e &cidos nucléicos e, como consequéncia, promove varios
distdrbios neurodegenerativos (Tanaka, 2013). Por ndo possuir altas taxas metabdlicas,
0s neurdnios apresentam baixas atividades regenerativas e antioxidativas (baixos niveis
de agentes antioxidantes), sendo assim, mais susceptiveis aos danos causados por EROs
(Andersen, 2004). Nita et al., citam uma gama de neuropatias causadas pela participacao
de EROs, tais como: distrofia corneal, causada por apoptose da cornea; glaucoma, por
ativacdo de vias apoptoticas e inflamatorias da malha trabecular; apoptose de células
ganglionares e disfungéo glial no segmento posterior ocular (Nita et al. 2016).

A geracdo aumentada de ROS resulta na ativagdo de NF-kB, que por sua vez induz
a expressdo de marcadores inflamatdrios. A ativacdo da via de curto prazo ROS/NF-kB
contribui para a diminuicdo da pressdo intraocular. Entretanto, sua estimulacdo cronica

exerce efeitos patoldgicos que induzem o glaucoma.

As células buscam equilibrar esse estresse oxidativo com a atividade de enzimas
antioxidantes, tais como a Superoxido Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase
(GSHPX) e catalase (CAT). Dessa forma, estas enzimas antioxidantes servem como linha
de defesa no controle dos radicais livres endogenos. Assim, a capacidade antioxidante
demonstrada em algumas células patogénicas ou ndo (ex: macrofagos ou parasitas), esta

relacionada com a sobrevida celular (Barra, 2010).
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2.4 Enzimas Antioxidantes

2.4.1 Superoxido Dismutase (SOD)

A enzima Superoxido dismutase (SOD) é considerada uma metaloenzima que
catalisa a dismutagdo O2” em oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio (H202), como
mostrado no esquema 1, que posteriormente sera catalisada pelas enzimas catalase (CAT)
e Glutationa Peroxidase. McCornd e Fridovich em 1969 descreveram a funcéo catalitica

de transferir o anion radical superoxido (Augusto, 2006).

207 + 2H30" — 02 + H202 + 2H20

Esquema 1: Reagdo enzimética da SOD

A SOD esta presente em varias organelas dentro da célula e possui trés isotipos
que sdo caracterizados em Cu-ZnSOD (SOD 1) que se encontra no citoplasma, nucleo, e
do espaco intermembranar das mitocondrias; MnSOD (SOD 2) se localiza na matriz
mitocondrial; e Cu-ZnSOD esta presente no espaco extracelular sob forma de um
homotetramero glicosilado, semelhante a SOD2, porém interligados com ions de cobre e
zinco (Cu-Zn-SOD), semelhante a SOD1 (Buettner et a.l, 2011), figura 2.
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(SOD) mitocondrial (MNnSOD) e citossoélica (CuZnSOD).

Mitocdndria Citossol

Espacgo
Intermembrana Fontes Externas

a Mitocondria

/
o
| cuznsop
H:O,

| zcar cpxa
H.O

Complexo 111

ManSOD

Figura 2. Isotipos da SOD. A superoxido dismutase (SOD) é encontrada em trés
isoformas: nuclear (Cu/Zn SOD), mitocondrial (Fe-SOD) e citos6lica (Mn-SOD). Fonte:
Jackson, 2009.

A SOD se encontra abundantemente em células de todo o corpo humano. A
literatura relata que a expressao dessa enzima antioxidante em mamiferos foi importante
para o conhecimento a respeito da toxicidade do oxigénio, por comprovar a existéncia de
mecanismos enddgenos para a eliminacdo de O, (Leite et al, 2006). Resultados
mostrados por Blois (2013) sugeriram que o &cido kéjiko (AK) promovia acumulo de
oxigénio reativo por mecanismos que induzem inibicdo do perfil antioxidante em
macrdéfago, através da diminuicdo dos niveis da atividade de SOD, precursora da cascata
antioxidante enzimatica. Em modelos de roedores, a superexpressdo de SOD nas
mitocondrias dos fotorreceptores, mostraram diminuicdo na degeneragdo e danos

oxidativos, prolongando a sobrevivéncia retina (Usui et al., 2011).

2.4.2. Catalase (CAT)

Também conhecida como hidroxilase, a catalase (CAT) é uma enzima
intracelular e extracelular que possui quatro cadeias polipeptidicas na sua estrutura
quaternria e estd presente na maioria dos organismos vivos. Cada cadeia polipeptidica

liga um grupo heme ligados em um ion de ferro, caracterizando um centro metalico onde
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ocorre a reagdo com o H>O». Sua sintese € promovida no reticulo endoplasmatico rugoso,
sendo posteriormente acumulada no interior de peroxissomos. Sua principal funcao é
decompor o perdxido de hidrogénio (H202) em &agua e oxigénio molecular, como
demonstrado no esquema 2, além de realizar oxidagdo de alcodis por peroxidos de
hidrogénio, resultando em aldeidos (Nita, 2016). A CAT tem como funcéo, equilibrar o
balanco oxidativo apos determinado aumento significativo dos niveis de H202 que pode
ocasionar estresse e danos celulares (Chiang, 2012), uma vez que este é capaz de
atravessar camadas lipidicas, reagir com membranas celulares e com proteinas ligadas ao

ferro, tornando-se toxico para as células (Eaton, 2011).

O H202 é um subproduto secundario do metabolismo celular e sua sintese
envolve a decomposicdo espontanea ou catalitica de superéxido (O2), produzido pela
reducdo parcial de oxigénio durante a respiracao aerobia e apos a exposicao de células a
uma variedade de agentes bioldgicos, fisicos e quimicos (Veal, 2007). O HO, se
relaciona com a resposta imune do hospedeiro, agindo contra diferentes tipos de
microrganismos. Porém, H2O é prejudicial ao organismo devido reacdes que podem
levar a toxicidade, alergia, mutagenicidade e/ou carcinogenicidade, danos ao DNA ou
outros componentes essenciais das células dependendo da concentracdo do perdxido e do
tipo celular (Matés et al., 2000)

Pesquisas com ratos modificados geneticamente para superexpressar CAT
favoreceram em 50% a sobrevida, correlacionando a enzima com mecanismos que

favorecam o envelhecimento ligado ao estresse oxidativo (Johnson, 2007).
2 H202— 2H20 + O2
Esquema 2: Reacdo enzimatica da CAT

A CAT é muito importante para 0s organismos vivos aerébicos por metabolizar
e diminuir niveis elevados de H20», preservando o ambiente intracelular (Martins, 2014).
Segundo alguns estudos descritos na literatura, a deficiéncia dessa enzima em humanos
pode aumentar a probabilidade de o individuo desenvolver diabetes do tipo 2, devido o
acumulo de H202 nos tecidos pancreaticos e comprometendo assim a sintese e liberagdo
de insulina (Laszl6 Goth, 2008). A CAT também protege ao retirar o H,O, que degrada
a parede responsavel pela separacdo da circulagdo sanguinea sistémica com o SNC

(Lefevere, 2014). No sistema nervoso central, os niveis de catalase sdo pequenos no
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hipotdlamo e na substancia negra, e ainda menores no cerebelo e no cortex devido baixos

niveis de peroxissomas (Halliwell, 2001).

2.4.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

A Glutationa Peroxidase (GPx) é outra enzima com funcdo de peroxidase,
pertencentes a uma familia de enzimas filogeneticamente relacionadas. As GPx sdo
conhecidas por catalisar a reducdo de H>O. em agua e glutationa oxidada (GS-SG),
utilizando glutationa reduzida (GSH) (Brigelius-Flohé, 2013). Abaixo segue o0s
mecanismos enzimaticos, de acordo com Huber (2008), envolvidos na oxidagdo de H20-
com a Glutationa reduzida (GSH) produzindo a Glutationa oxidada (GSSG) e H.0
(Esquema 3).

2GSH + H202 — GSSG + 2H20

Esquema 3: Reacdo enzimatica da GPx. GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa

oxidada.

A glutationa reduzida é um tripeptideo linear, constituida por trés aminoacidos
(acido glutamico, cisteina e glicina), formando a gama-glutamilcisteinilglicina. Sua
producdo ocorre normalmente no figado e se encontra presente em todos 0s organismos
aerobicos. A GSH é caracterizada por importantes funcGes, como proteger,

biotransformar e eliminar xenobioticos.

A glutationa reduzida reage e oxida o H20 produzindo H20O e GSSG. Para que
a atividade de eliminacdo de espécies antioxidante seja mantida, a GSH deve ser
regenerada a partir da atividade da glutationa redutase (GR) na presenca de NADPH,
promovendo assim um ciclo catalitico importante para um atividade protetora. Dessa
forma, niveis de GSH contribuem para a protecdo contra os danos oxidativos, sendo um
bom marcador de estresse oxidativo (Huber et al, 2008).

Devido a GSH ter suas propriedades antioxidantes, ela também atua na sintese
de proteinas, metabolismo e protecdo celular, desintoxicacdo de xenobioticos e reducédo

de hidroperoxidos, bem como protege 0 organismo contra a agdo de microorganismos.
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Normalmente, a sintese e 0 metabolismo da glutationa se relacionam com doencas devido
ao seu nivel significativo no diagndstico de alguns tipos de cancer, bem como em outras

doengas relacionadas ao estresse oxidativo (HUBER et al, 2008).

2.5 AK [Hidroxi-2-Hidroximetil-y-Pirona]

O AK é um metabdlito secundario produzido por algumas espécies de fungos do
género Aspergillus, Penicillium e Acetobacter, com diferentes fungdes, dentre estas
podemos citar: inibidor de melanina por inibir a atividade da enzima tirosinase (Chang,
2009; Lima et al, 2014), podendo ser usado como um clareador da epiderme (Lim et al,
1999; Nohynek et al, 2004; Lin et al, 2007; Mi Ha et al, 2007), além de ser usado como
um aditivo alimentar para evitar o escurecimento dos alimentos, através da prevencao de
melanose em produtos vegetais e de frutos do mar, pela inibicdo na oxidagdo de DL-Dopa
(Blumenthal et al, 2004; Bentley et al, 2006).

Na literatura se demonstra que o acido kdjico aumenta a fagocitose dos neutréfilos
e a proliferacdo de linfécitos, elevando o nimero de leucdcitos enquanto eliminam as
espécies reativas de oxigénio geradas nos tecidos ou no sangue (Niwa, 1991). Tamura et
al., 2006, demonstrou que o AK nédo apresenta atividade de iniciacdo do tumor e Gomes
et al, 2001, verificou atividade antioxidante potencial em tampdo fosfato.

Dentre esses afeitos, tem-se demostrado a capacidade de ativar macr6fagos a
partir de um mecanismo dependente da produgdo de EROs, originando mudancgas
fisioldgicas e morfoldgicas que estdo diretamente relacionadas a atividade microbicida
dessas células (Rodrigues et al., 2011). Frade et al., 2012 mostrou que o AK ativa
neutrofilos provenientes de sangue periférico, também por uma via dependente da
producdo de EROs. Além disso, neutrofilos tratados com AK demonstraram aumento na
quantidade de célcio intracelular, ion responsavel na producdo de mediadores

inflamatorios e ativacao celular.
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Figura 3. Estrutura quimica geral do acido kéjico.

Estudos realizados por Batistuzzo et al, (2002) mostraram que 0 AK atua na
melanogénese, promovendo a inibicdo da enzima tirosinase, impedindo a formacéo da
melanina. A melanina é a principal responsavel pela formagédo do pigmento da pele, do
cabelo e dos olhos (Silverio et al, 2013). O mecanismo de inibic¢éo da tirosinase pelo AK
ainda ndo esta bem caracterizado, porém estudos mostram sua capacidade de quelar ions
cobre, um co-fator da enzima tirosinase, através da afinidade pelo sitio ativo desta enzima
e também por se ligar em um sitio diferente do ativo, realizando inibi¢cdo ndo competitiva
(Sendovski et al., 2011).

O é&cido kojico foi obtido comercialmente, porém é uma molécula que pode ser
sintetizada experimentalmente, além de ser um importante alvo para outros derivados,
promovendo a producdo de diferentes metabodlitos com caracteristicas semelhantes do
original, porém de melhor acesso e possivelmente com efeito bioldgico melhor, tais como
descrito por Li et al, (2013). Esse metabolito secundario também pode ser obtido de
acordo como proposto com Alberdan Santos et al (2011), utilizando Sacarose como Fonte
de Carbono. Os efeitos do AK em macrdfagos estdo associados com ativacao celular e

producéo de radicais livres (Rodrigues et al, 2011).

Buscando verificar a atividade do AK como ativador de células imunocopetentes,
analisamos células de Muller na retina, estas apresentam papel semelhante ao promovido
pelos macrofagos em outros tecidos e que podem produzir e acumular EROs no seu
interior. Nesse trabalho, usamos o modelo in vitro de células de Miller de embrido de
galinhas para analisar o papel protetor do AK na produgédo de EROs em modelo de

inflamac&o induzido por LPS. Neste trabalho, buscamos uma possivel atividade do AK
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em células gliais da retina como alternativa futura para tratamentos de inflamacGes

oculares.

3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo citoprotetora do AK e a modulagdo no balanco oxidativo, como
possivel mecanismo protetor na morte celular induzida por LPS em células enriquecidas
de Glia de Miiller.

3.2 Objetivos Especificos
o Avaliar a citotoxicidade do AK e LPS nas células de Miller pelo método de MTT;
o Avaliar a acdo protetora do AK na citotoxicidade induzida por LPS nas células de
Miller;
o Avaliar o acumulo de EROs e a acdo protetora de AK em celulas de Miller

tratadas com LPS;

o Avaliar as atividades das enzimas antioxidantes apos tratamento com AK em

células de Muller tratadas com LPS;

25



4. Metodologia

4.1  Cultura de células Gliais de Mller oriundas de embrides de galinhas

Todos os experimentos envolvendo animais foram aprovados e realizados com as
normas do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Para
(Protocolo NUmero 80/15). As culturas primarias de células da retina foram obtidas de
embrides de galinha com nove dias de desenvolvimento (E9). Apds enucleacdo do globo
ocular dos embribes, em meio livre de célcio (CMF), as retinas foram dissociadas
guimicamente com tripsina (0,05%) por 10 minutos a 37°C, seguindo posteriormente com
uma dissociagdo mecanica e distribuicdo em placas de 24 pogos. As culturas foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) com 10% de soro
fetal bovino (SBF), mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2 e 95% de ar (Reis et al.,
2008).

Para a obtencdo de células purificadas de glia de Mdller, os neurénios foram
cultivados por trés semanas, favorecendo a proliferacdo das células gliais, porém, o meio
de cultura era trocado uma vez por semana, com o objetivo de fornecer acidificagcéo no

ambiente e a morte dos neurbnios, permanecendo somente a glia.
4.2 Viabilidade Celular Pelo Método Do MTT

Para os ensaios de viabilidade celular as culturas enriquecidas de glia (plaqueadas
106 células/poco), foram verificados primeiramente a citoxicidade das drogas que seriam
trabalhadas, onde as células foram tratadas em diferentes concentra¢fes de AK (10, 25,
50 e 100 uM) e, também, diferentes concentragdes de LPS (0,1 ng/ml; 1 ng/ml; 10 ng/ml;
100 ng/ml e 500 ng/ml), posteriormente incubadas em placas de 24 pogos por 24 horas.
Foi realizado também um pré-tratamento com AK (100 uM), durante 6h, seguido do
tratamento com LPS (100 e 500 ng/mL), totalizando 24 h de tratamento, buscando avaliar

se 0 AK protege a glia de miller antes do tratamento com LPS.

A citoxicidade dos compostos usados foi analisada pelo método do MTT (3-(4,5-
Dimetil-2-tiazolil)-2-5-difenil-2H-tetrazolium bromidrico), no qual células viaveis
reduzem o composto MTT ao composto formazam, formando uma coloragéo de cor azul,
o qual pode ser quantificado em espectrofotometria com comprimento de onda de 570

nm.
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Ap0s os respectivos tratamentos com AK e LPS, as células foram lavadas com
tampédo fosfato salino (PBS) e incubadas com solugdo de MTT (0,5 mg/ml) em meio
DMEM sem soro por duas horas. Apds esse periodo, 0 meio de cultura contendo 0 MTT
foi removido e adicionado 500 pl de DMSO em cada poco. Posteriormente, 200 pl da
solucdo foi transferida para uma placa de 96 pocos e lido em leitor de microplaca com a
utilizacdo de um feixe de luz com comprimento de onda de 570 nm (Mosmann et al.,
1983).

4.3  Quantificacao de espécies reativas de Oxigénio por espectrofotometria

O experimento é baseado na oxidacdo do NBT (Nitroblue Tetrazolium), de
coloracdo amarela, por oxigénio reativo (O2") com formacéo intracelular de particulas de

coloracdo azul, chamado corante formazan de NBT (Choi et al, 2006).

Para a quantificacdo de NBT, as células foram lavadas com PBS e fixadas em
metanol e secas em temperatura ambiente. Posteriormente, o formazan insoltvel em agua
foi solubilizado com 120 pl de KOH 2M e 140 pl de DMSO. A densidade 6ptica foi lida
em leitor de microplacas com comprimento de onda 620 nm de acordo com Choi et al,
(2006).

4.3.1 Quantificacdo de EROs em Células de Muller tratadas com Apocinina

A apocinina é um constituinte da erva medicinal Picrorhiza kurroa. E um inibidor
da Nicotinamida Adenina Dinucle6tido Fosfato Oxidase (NADPH Oxidase), complexo
enzimatico responsavel pela producdo de EROs. Este composto mostra potenciais efeitos
anti-inflamatdrios e antioxidantes e foi testado como um neuroprotetor em muitos
modelos animais de doencgas cerebrais (okamura, 2017). A apocinina foi adquirida da
Sigma (St. Louis MO, USA).

Para confirmar a via de producdo de radicais através da ativacdo do complexo
NADPH foi utilizado a apocinina como inibidor da NADPH oxidase e organizamos o

experimento em grupos mostrados na tabela seguinte:

Concentracao Tempo (h)
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Controle - 24

LPS 100ng/ml 24
AK 100 pM 24
APO 50 UM 1

CO-TRATAMENTOS

Apo+AK+LPS 50uM/100uM/100ng/ml 1/6/18
APO+LPS 50puM/100ng/ml 1h/18
AK+LPS 100pM/100ng/ml 6/18
AP+AK 50pM/100puM 1/23

Tabela 1. ConcentracGes dos grupos tratados e co-tratados com AP para a

guantificacdo de EROs.

A concentracdo de apocinina foi baseada de acordo com Rodrigues et al. (2011).
As analises de EROs foram quantificadas apos a encubacdo da placa com NBT, na

concentracdo de 0,3 mg/ml, como mencionado anteriormente.

4.4 Ensaios Enzimaticos

Preparacéo das amostras

Para todos os ensaios enzimaticos as células foram tratadas como descrito
anteriormente para os ensaios de viabilidade celular (item 4.2). Apds tratamento, as
células foram lavadas com 500 pl PBS, posteriormente foram raspadas em 200uL de
tampao de lise (1x), coletadas em microtubo e sonicadas (Poténcia Média por 10 seg,
Sonicador 78HW-1 BIOMIXER). As ceélulas foram centrifugadas sob refrigeracéo
(14000xg a 4°C, respectivamente). O sobrenadante foi estocado em -20°C. As atividades

enzimaticas foram avaliadas no através de ensaios com o sobrenadante coletado.
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Para quantificacdo dos niveis de glutationa, as amostras foram desproteinizadas
com &cido tricloroacético (TCA, 15%) por 20 minutos no Thermo-shaker a 4°C. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 6000 rpm. O sobrenadante foi

coletado em microtubos e amarzenados a -80°C.

4.4.1 Superdxido Dismutase (SOD)

Para analise da atividade da SOD, foi utilizado o método descrito por Malstrom et
al, (1975). Concentragdes conhecidas de SOD (0 — 200 U/ml) ou amostras em tampé&o
fosfato contendo 1,0 mM de hipoxantina, sdo adicionadas em 200ul do cromdgeno NBT
(0,5 mM). A reacdo enzimatica € iniciada com a adicao de 20ul de xantina oxidase (0,25
U/ml) que libera 0o Oz na reagdo. O resultado colorimétrico é quantificado em

espectrofotdbmetro usando o comprimento de onda 450 nm.

Xantina+0O;

_— o 20 Formazan dye
Xantina oxidase
H0: @ N 20, Nitro blue Tetrazolium (NBT)
Acido Urico l SOD

O, + H-0O»

Figura 5. Modelo esquematico da atividade da superdxido dismutase. A SOD catalisa a
dismutac&o do anion superoxido (0%) em oxigénio molecular (O2) e peroxido de

hidrogénio (H202). O NBT compete com a SOD para a produc¢do do formazan.

4.4.2 Catalase (CAT)

O ensaio consiste, primeiramente, na reacdo da amostra com metanol, tampdo de
ensaio e peroxido de hidrogénio (35,28mM) por 20 minutos. Posteriormente, a reacdo €
parada com hidroxido de potassio (10M), para o acréscimo de pulpald (34.2 mM) por 10
minutos. E por fim, a adicdo de periodato de potéssio por 5 minutos. A leitura é feita em

espectrofotébmetro a 540 nm.
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H202 + CH30H — CH20 + 2H20
Esquema 4. Modelo esquematico da atividade peroxidativa da catalase.
4.5 Quantificacdo de Glutationa Total

Para quantificar a glutationa total (GSH e GSSG), serd utilizado o método descrito
por Akerboom et al, (1981). A técnica consiste na reacdo da amostra com a solucdo de
trabalho (Fosfato de potassio, EDTA, DTNB e glutationa redutase) por 5 minutos, onde
5,5-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) é continuamente reduzido para 5-tio-2-acido
nitrobenzoico (TNB). Esta reducdo é decorrente da formacdo de GSSG que € reciclado
por 6 U/ml da enzima glutationa redutase e NADPH (0,84 mM). A leitura é feita em

espectrofotdbmetro por 5 vezes, de 1 em 1 minuto no comprimento de onda de 412 nm.

DTNB + H+NADP Glutationa Redutase 2TNB+NADP+TNB
GSSG/GSH g

Esquema 5. Quantificacdo dos niveis de glutationa. O cromédgeno DTNB € reduzido

a TNB pela a¢do enzimatica da Glutationa Redutase.

4.7 Quantificacdo De Proteina Total

Para analise de proteinas totais das amostras e a expressdo dos resultados de
atividades enzimaticas em unidades por miligrama de proteina (U/mg proteina),
utilizamos o método proposto por Bradford (1976), onde se utilizou 250l do cromo6geno
(0,1 mg/ml de azul brilhante de coomassie G, preparada em 5% Metanol e 8,5% &cido
fosforico) que reagiu com 5ul de concentragdes conhecidas de albumina de soro bovino
— BSA (0 — 2mg/ml) para a obtencdo de uma curva padrdo. A leitura foi feita por

espectrofotometria com absorbancia maxima de 595 nm.
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4.8 Andlise Estatistica

Os dados foram expressos em média e desvio padrdo das amostras (n=4) usando
o programa Microsoft Excel (2007). Para analise estatistica utilizou-se o programa Biostat
5.0, verificando a analise de ONE WAY ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey. Todos

0s testes estatisticos consideraram probabilidade (p-valor) significativa quando < 0, 05.

5. Resultados

5.1. Viabilidade Celular apds tratamento com AK

Para avaliar a possivel citoxicidade do AK em células da glia de Miuller,
incubamos em diferentes concentragcBes por um periodo de 24 horas. Os resultados
obtidos mostraram que ndo houve diminuicdo da viabilidade celular, quando comparado
com o grupo controle (sem tratamento), indicando auséncia de citotoxicidade, porém, o

grupo controle positivo, tratado com 500 ng/ml de LPS, se mostrou toxico (Figura 6).
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Figura 6. Analise da citotoxicidade do AK pela técnica do MTT. Foram avaliadas em

células de Miller sem tratamento (Controle: C), tratados com diferentes concentracdes
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de AK (10 uM, 25 uM, 50 uM e 100 uM) e o controle positivo tratado com 500ng/ml de
LPS. n=4. * P< 0,05 vc controle. (ANOVA, pos-teste de Tukey).

5.2 Viabilidade Celular apos tratamento com LPS

Para avaliar a citoxicidade do LPS em células da glia de Miiller, incubamos em
diferentes concentragdes por um periodo de 24 horas. Os resultados obtidos mostraram
que em todas as concentragdes (0,1; 1; 10; 100 e 500 ng/mL) de LPS ocorre a diminuicéo
da viabilidade celular (14%; 17,9%; 23,2%; 40,78% e 93%, respectivamente), indicando
que em todas as concentracdes testadas o LPS é citotdxico para as células de Mdller
(Figura 7).
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Figura 7. Andlise da citotoxicidade do LPS pela técnica do MTT. Foram avaliadas em
células de Muller sem tratamento (Controle: C) e tratados com diferentes concentragcdes
de LPS (0,1 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml e 500 ng/ml) por 24 horas. A atividade
foi estimada pela viabilidade celular em relagdo ao controle. n=4. * P< 0,05 comparado

com o grupo controle e ® P< 0,05 comparado com 100ng/ml. (ANOVA, p0ds-teste de
Tukey, P<0,05).
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5.3 Analise da citotoxicidade do LPS apds pré-tratamento com AK

Para verificar uma possivel atividade protetiva do AK em resposta a
citotoxicidade causada por LPS, incubamos as células da glia de Miller com AK na
concentracdo de 100 pM por 6 horas, posteriormente acrescentamos diferentes
concentragc@es de LPS (100 ng/ml e 500 ng/ml) completando o periodo de 24 horas). Os
resultados obtidos mostraram que em ambas as concentracdes de 100 ng/ml e 500 ng/ml
de LPS ocorreu diminuicdo da viabilidade celular (55,8% e 92,9% respectivamente)
comparados com o grupo controle. Porém, quando esses mesmos grupos foram pré-
tratados com AK, apresentaram um aumento importante na viabilidade celular de 39.1 %
e 30.17%, respectivamente. Esses resultados indicam que grupos pré-tratados com AK

protegem as células tratadas com LPS (Figura 8).
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Figura 8. Analise da atividade protetora do AK em resposta a citotoxicidade causada
por LPS através da técnica do MTT. Foram avaliadas as células de Muller sem
tratamento (Controle: C); grupos tratados com 100uM de AK; Grupos tratados com LPS
(100 ng/ml e 500 ng/ml) e grupos pré-tratados inicialmente com AK (100 pM) por 6
horas, posteriormente tratados com LPS (100 ng/ml e 500 ng/ml) totalizando um periodo

de 24 horas. A atividade foi estimada pela viabilidade celular em relacao ao controle. n=4.
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*P<0,05 vs controle; ** P< 0,05 vs AK; ® P<0,05 vs 100 ng/ml °p< 0,05 vs 500 ng/ml.
(ANOVA, pos-teste de Tukey).

5.4 Quantificacdo De Espécies Reativas De Oxigénio Por Espectrofotometria

Para analisar a possivel acdo do AK em células de Muller, verificamos a producéo
de EROs apds o tratamento dessas células com AK e LPS, nas mesmas condigdes
anteriores. As analises das espécies reativas de oxigénio foram quantificadas apds
incubacdo da placa com NBT, na concentragédo de 0,3 mg/ml.

Os dados da figura 9 mostram que as células de Muller tratadas com AK, por 24
horas, aumentaram significativamente a producdo de EROs em todas as concentracdes
testada: 10, 25, 50 e 100 uM (74,8%; 79,7%; 87,5% e 86,5%, respectivamente), quando
comparadas com o grupo controle. Além disso, a concentracdo de 10 ng/ml de LPS, foi
suficiente para induzir atividade nessas células, apresentando um acumulo de EROs
(212%), em relacdo ao grupo controle, portanto AK foi menos eficaz em aumentar o
acumulo de EROs.
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Figura 9. Producdo de EROs por AK. A andlise da quantificacdo de EROs foi avaliada

em células de Muller sem tratamento (Controle: C), tratados com LPS (100 ng/ml) e
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tratados com diferentes concentragdes (10 uM, 25 uM, 50 uM e 10 uM) de AK. A
atividade foi estimada em porcentagem de absorbancia. (P-valor) < 0,05 em relagdo ao

grupo controle. Os resultados de cada grupo foram obtidos de amostras com n=4. * P<

0,05 vs controle; ® P<0,05 vs LPS (ANOVA, pos-teste de Tukey). Tempo 24 horas.

5.5 Quantificacdo De Espécies Reativas De Oxigénio Por Espectrofotometria em
celulas de Glia de Muller tratadas com Apocinina

Como AK e LPS aumentam o acumulo de EROs, fomos verificar o possivel
envolvimento da NADPH oxidase na geracdo desses radicais. Para isso comparamos a
acao da apocinina, conhecida por inibir NADPH oxidase na geracdo de EROs. Os dados
da figura 10 mostram que as células de Muller tratadas com 100 uM de AK por 24 horas
aumentaram significantemente a producéo de EROs (86.22%), quando comparadas com
0 grupo controle. Além disso, a concentracdo de 100 ng/ml de LPS, foi suficiente para
induzir um grande acimulo de EROs nestas células (391.5%). A apocinina (50 uM) per
se foi capaz de inibir em 18.9% a producdo ERQOs, inclusive no grupo controle e inibiu
totalmente o aumento induzido por 100 ng/ml de LPSe 100 uM de AK. Observamos
também que AK na concentracdo de 100 uM foi capaz de inibir em 50% o aumento no
acimulo de EROs induzido por 100ng/ml de LPS. Dessa forma, AK e LPS foram efetivos
para induzir a atividade oxidante de culturas de células de Miller apds 24 horas de
tratamento, porém, quando co-tratados, 0s grupos apresentam uma significativa
diminuicdo de EROs. Ja os grupos co-tratados com AP, apresentou uma diminuicéo

significativa em todos 0s grupos.
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Figura 10. Producdo de EROs ap0s tratamento com apocinina. A andlise da
quantificacdo de EROs foi avaliada em células de Mller sem tratamento (Controle: C),
tratados com LPS (100 ng/ml), tratados com AK (100 uM), apocinina (50 uM). Co-
tratados: AP,AK e LPS; AP e LPS; AK e LPS; AP e AK. A atividade foi estimada em

porcentagem de absorbancia. Os resultados de cada grupo foram obtidos de amostras com
n=4. * P< 0,05 vs controle; ° P< 0,05 vs AK; ® P< 0,05 vs AP (ANOVA, pés-teste de
Tukey).

5.6 Atividade da Superoxido Dismutase

Com o intuito de analisar o perfil antioxidante enzimatico durante o acimulo de
EROs pelo AK, avaliamos a atividade da SOD ap0@s as células de Muller de embrides de
galinha serem submetidas ao tratamento com 100 uM de AK por 24 horas em meio de
cultura DMEM. Além disso, fomos analisar o possivel bloqueio da atividade antioxidante
do AK, as células de Muller foram pré-tratadas com 100uM de AK por 6 horas e
posteriormente estimuladas com 10 ng/ml de LPS completando o tempo de 24 horas de

estimulo.
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Figura 11. Atividade antioxidante da SOD em células de células de Mdiller tratadas
com AK. A atividade da SOD foi avaliada em células de Muller sem tratamento
(Controle) ou tratados com LPS (10 ng/ml), AK (50 uM) ou co-tratadas com AK por 6
horas para entdo serem estimuladas com LPS, nas mesmas condigOes anteriores. A
atividade da SOD foi estimada em unidade por ml de cada migrograma de proteina de
amostra utilizada. Os resultados de cada grupo foram obtidos de amostras com n=4. * P<
0,05 vs controle; « P< 0,05 vs LPS (ANOVA, pos-teste de Tukey).

Os resultados apresentados na figura 11 mostraram que o grupo tratado com AK
apresentou uma significativa diminuicdo de 54% na producéo de SOD quando comparado
com o grupo controle. Células tratadas com 10ng/ml de LPS mostrou um consideravel
aumento de 83% comparado ao grupo controle. Porém no grupo pré-tratado com AK por
6 horas e posteriormente tratados com 10 ng/ml de LPS, AK bloqueou completamente o

aumento na atividade da enzima induzida por LPS.
5.7 Atividade Enzimatica da Catalase

Para analise do perfil antioxidante enzimatico da enzima CAT, as células forma
submetidas ao tratamento com 50 uM AK por 24 horas, nas mesmas condic¢des anteriores
para a atividade enzimética da SOD.

O ensaio apresentou uma prevencao estatisticamente significante da atividade
enzimatica da CAT no grupo tratado com 50 uM AK (47.5%), quando comparado com 0

grupo controle. Semelhante como observado pela atividade da SOD, o grupo tratado com
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LPS (10 ng/ml) induziu um aumento significativo de 276.9% de CAT, justificando o
acumulo de EROs.
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Figura 12. Atividade antioxidante da Catalase em células de células de Mduller
tratadas com AK. A atividade peroxidase de CAT foi avaliada em células de Mdller sem
tratamento (Controle) ou tratados com LPS (10 ng/ml), AK (50 uM) ou pré-tratadas com
AK por 6 horas para entdo serem estimuladas com LPS, nas mesmas condi¢Ges anteriores.
A atividade da CAT foi estimada nmol por minuto de micrograma de proteina de cada
amostra. Os resultados de cada grupo foram obtidos de amostras com n=4. * P< 0,05 vs
controle; * P< 0,05 vs LPS (ANOVA, pos-teste de Tukey).

5.8 Niveis de Glutationa Total

Para verificar o perfil antioxidante via glutationa peroxidase perante o estresse
oxidativo apds tratamento com AK, verificamos os niveis de glutationa total nas células
de Muiller de embriGes de galinha submetidos ao tratamento com 50 uM AK por 24 horas
em meio de cultura DMEM, nas mesmas condi¢des anteriores para a atividade enzimatica
da CAT. Os resultados da figura 13 demonstram que o grupo tratado com 50 uM de AK
apresentou uma diminuicdo de 89.7% dos niveis de glutationa total, quando comparados
com o grupo controle (sem tratamento). Da mesma forma, como observado pela atividade

da Catalase e da SOD, o estimulo com LPS induziu aumento dos niveis totais de
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glutationa (76.63%). No entanto, 50 uM de AK foi capaz de diminuiu os niveis de

glutationa quando comparado ao grupo controle e para o grupo tratado com LPS.
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Figura 13. Niveis Totais de Glutationa em células de células de Muller tratadas com
AK. Os niveis totais de Glutationa foram avaliados em células de Miller sem tratamento
(Controle) ou tratadas com LPS (10ng/ml), AK (50 uM) ou pré-tratadas com AK por 6
horas para entdo serem estimuladas com LPS (AK+LPS), nas mesmas condigOes
anteriores. A atividade foi estimada em porcentagem do controle da concentracdo de
glutationa obtida por micrograma de proteina de cada amostra (% de GSH/min/ug de
proteina). Os resultados de cada grupo foram obtidos de amostras com n=4. * P< 0,05 vs
controle; ° P< 0,05 vs AK; » P< 0,05 vs LPS (ANOVA, p0s-teste de Tukey).

6. Discussao

A cultura de células glial de Muller de embrido de galinha constitui um modelo
experimental bastante Util para estudos na &rea de neurociéncias devido ao fato de ser
uma parte do sistema nervoso central (SNC) que compartilha a mesma origem
embrionaria e segue 0s mesmos padroes de desenvolvimento do cérebro. A retina tem
sido amplamente utilizada em pesquisa, pois € um modelo que compreende 0s
mecanismos de proliferacéo e diferenciacdo celular durante o desenvolvimento inicial do
SNC em vertebrados (Sanchez-Sanchez, 2010).
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A producdo de EROs tem sido implicado na morte celular e sua formacéo é o elo
final comum para toxicidade de uma variedade de afeccdes neurodegenerativas agudas e
croénicas. Os neurdnios do SNC possuem uma baixa capacidade regenerativa celular
guando comparado a outros 6rgdos (Andersen, 2004), além de serem mais propenso a danos
causados por EROs, devido muitos neurotransmissores serem oxidaveis, possuir muitas
quantidades de ferro, os lipidios das membranas neuronais contém acidos graxos altamente
insaturados e o alto consumo de oxigénio no SNC (Barbosa, 2006). Na retina, dano oxidativo
esta relacionado com a patogénese de diversas doencas oculares como glaucoma,
retinopatia diabética, degeneragdo macular relacionas a idade, entre outros. O
conhecimento e o tratamento dessas afec¢Oes sdo somente parcialmente entendidos. A
producdo de EROs também estd associada com a defesa imune inata e participa da
atividade de células com propriedades fagociticas, como as células de miller na retina,
que uma vez ativadas, liberam uma variedade de fatores, que agem para regular a
neurotoxicidade de neurbnios e assim proteger a sua sobrevivéncia.(Liu et al., 2002, Wu
et al. de 2002 e Kremlev et al., 2004).

O LPS é um dos componentes imunoestimulantes melhor estudado de bactérias e
se encontra na membrana exterior de bactérias do tipo gram-negativas. O LPS é um
importante estimulador para a producgéo de EROs, pois quando este se liga ao seu receptor
de membrana, induz uma cascata de quinases. Com a ativac¢ao da via que produz EROs,
0 sistema antioxidante se ativa buscando equilibrar essas espécies reativas. O LPS,
quando reconhecido pelo seu receptor de membrana TLR4, desencadeia a ativacao de
diferentes vias de sinalizacdo, como do MAPK, AP-1 e NFKp, posteriormente promove
a biossintese de diversos mediadores inflamatorios (Raetz & Whitfield, 2002). Neste
trabalho, o LPS foi utilizado com o objetivo de promover um modelo de inflamagéo nas

células enriquecidas de Glia.

O 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona (AK) é um metabolito proveniente de fungos
que tem demonstrado ser um potente ativador de macrofagos por diferentes mecanismos
que favorecem o acumulo de EROs citoplasmatico (Rodrigues, et al., 2011). Estudos na
literatura relatam que o AK promove atividade inibitéria da tirosinase, porém o
mecanismo de inibi¢do desta enzima ainda é contraditorio. Estudos prévios sugerem que
este mecanismo é decorrente do possivel papel quelante do AK, sugerindo possivel
inibicdo da enzima tirosinase por depender dos ions cobre como cofator de sua atividade
(BATISTUZZO et al, 2002). Neste estudo, 0 AK ¢ a droga utilizada para a producgdo de
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EROs, para verificar sua atividade protetora no modelo de inflamacéo celular promovido

pelo tratamento com LPS.

A viabilidade celular (figura 6) ndo apresentou declinios quando comparada ao
grupo controle (sem tratamento), mostrando que as concentra¢des de AK utilizadas neste
trabalho (10 uM, 25 uM, 50 uM e 100 uM) ndo se mostraram toxicas para as células em
nenhuma das concentragdes testadas nessa populagéo celular retiniana. Esses dados sdo
similares ao encontrado em macrdéfagos e neutrofilos (Rodrigues et al, 2011), mostrando

gue AK nas concentracOes testadas ndo afetam a viabilidade celular.

Os tratamentos com LPS buscaram avaliar se este apresentava toxicidade e, assim,
um modelo inflamatério propicio para avaliar a acdo protetiva do AK. Assim, todas as
concentragOes utilizadas (0.1, 1, 10, 100 e 500 ng/ml), apresentaram citotoxicidade nas
células de Muller (14%, 17.9%, 23.2%, 40,78% e 93%, respectivamente). Assim, como
houve uma consideravel baixa na viabilidade causada por LPS nas concentracdes de 100
e 500 ng/ml, passamos a utilizar tais concentragcdes com o objetivo de verificar se um pré-

tratamento com AK alteraria esta citotoxicidade.

Assim, verificamos que o pré-tratamento com AK antes do tratamento com LPS (Figura
8), e os resultados mostraram quem em ambas as concentrac¢des de LPS (100 e 500 ng/ml),
apresentaram uma morte acentuada (55.8% e 92.9%, respectivamente), provavelmente
por apoptose. Porém, nos grupos pré-tratados com AK, na concentracdo de 100 pM,
posteriormente tratados com LPS nestas mesmas concentragdes, pode se observar uma
protecédo celular promovida por AK. Sugerimos que o AK pode alterar a via IKK, uma
vez que o seu analogo (5-hydroxy-4-oxo-4H-pyran-2-yl)methyl-6-hydroxynaphthalene-
2-carboxylate (MHNC), inibiu a resposta inflamatoria atraves da supressao de Syk/Src e
a ativagdo de NF-Kp (Dung, 2014).

O LPS é uma molécula altamente tdxica responsavel pelas mais variadas
manifestacdes tdxicas, dentre elas, o estresse oxidativo causado pelo acimulo de EROs
no ambiente celular (Machado, 2010). Como o resultado na figura 8 mostrou a capacidade
do AK em proteger contra a citotoxicidade causada por LPS, buscamos verificar se 0 AK
alteraria 0 acimulo de EROs nas células de Miiller. Na figura 9, podemos observar que
as concentragdes de 10, 25, 50 e 100 pM de AK apresentou significativo acimulo de
EROs nas células. Porém, quando as células foram co-tratadas com LPS, apresentaram

uma diminui¢do no acumulo de EROS (Figura 10). Vimos também que todos 0s grupos
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co-tratados com apocinina, um dos mais seletivos inibidores do complexo NADPH
oxidase (Stefanska, 2010), apresentaram niveis significativamente baixos no acimulo de
EROs, quando comparados com o grupo tratado com LPS. O AK quando co-tratado com
LPS e apocinina, apresentou uma sinergia na prevencdo do acimulo de EROs quando

comparado com o grupo LPS e apocinina.

O organismo possui sistemas naturais de eliminagdo de EROs, tais com a atividade
de enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-PX. Como ja vimos, A figura 9 mostrou que
as concentracgdes supracitadas de AK foram eficientes para promover alteragdes no perfil
oxidativo das células de Miiller, porém a figura 10 demonstrou uma atenuacdo deste
acmulo quando co-tratados com LPS, AK ou ambos. Buscamos entdo verificar se 0 AK

alterava os niveis da atividade das enzimas antioxidantes.

Mediante este perfil oxidativo pelo acimulo de EROs, verificamos o balanco da
resposta celular pela mensuracao das atividades antioxidantes enzimaticas da SOD, CAT
e dos niveis totais de Glutationa apds o tratamento com AK, (figura 11, 12 e 13). Nossos
resultados mostraram que o AK induziu inibicdo da atividade de SOD (53.9%), Catalase
(47.5%) e os niveis totais de Glutationa (89.7%), quando comparado ao grupo controle.
LPS como esperado foi capaz de induzir um aumento expressivo dessas enzimas e nos
niveis de glutationa. Porém, quando verificamos nos grupos co-tratados com AK e LPS,
vimos uma inibig&o parcial nas atividades induzidas por LPS e inibigdo total nos niveis
de Glutationa (figura 11, 12 e 13). Para estes, 0 AK induziu inibic¢do da atividade de SOD
(14%), Catalase (10.39%) em comparacdo ao grupo controle (100%) e os niveis de
Glutationa (47.97%) j& que este se manteve semelhante ao controle (100%) mesmo ap0os
as células tratadas com AK serem estimuladas com LPS, que sozinho, como esperado,

mostrou aumento expressivo na atividade de Catalase, SOD e producéo de Glutationa.

Desta forma, os dados sugerem que o AK pode estar contribuindo para o acimulo
de EROs mediante inibicdo da resposta antioxidante celular enddgena a niveis posteriores
a producdo de EROs e anteriores da producdo de peroxido de hidrogénio (H202),
substrato comum para atividade da catalase e glutationa peroxidase. Dessa forma,
podemos inferir que a diminuicdo da atividade enzimética de Catalase e 0s baixos niveis
de Glutationa total ocorram possivelmente pelo comprometimento da atividade de SOD,
primeira enzima da cascata antioxidante enzimatica, acarretando em baixa producéo de

H202, produto da SOD e substrato para a Catalase e Glutationa Peroxidase,
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comprometendo o perfil antioxidante celular. O AK pode estar controlando a atividade
de SOD por ser um possivel quelante de ions, como o Cu+2, apontando a hipotese de que
este metabdlito possa quelar também Mn e/ou Zinco (Zn), cofatores essenciais para a
atividade de SOD1 (Cu-Zn-SOD) e SOD 2 (Mn-SOD).

Concluindo, é possivel que os efeitos protetivos do AK em culturas enriquecidas de
células de Muller e tratadas com LPS ocorra principalmente por competicdo entre LPS e
AK, ja que AK diminui bastante a atividade da enzima induzido por LPS. Consideramos
também que EROs produzidos por AK estdo abaixo do acimulo necessario para produzir
citotoxicidade nessas células.

7. Consideracdes Finais

Os Resultados obtidos neste trabalho mostram que 0 AK ndo apresenta citotoxicidade
para as células da glia de Muller e que o LPS apresenta um modelo infamatoério em células
de glia de Muller. O Ak apresentou significativa atividade contra a inflamacao causada
por LPS e que pode vir a agir na alteracdo da via IKK, impedindo a ativagcdo de NF-kp.
Por fim, vimos que o AK também alterava o balan¢o antioxidante enzimatico, diminuido

os niveis da atividade da SOD, CAT e dos niveis totais de glutationa.
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